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Die Erfmdung betrifft ein Medium zur protein- und serumfreien Kultivierung von Zelien. 

Die Kultivierung von Zelien, insbesondere von eukaryontischen Zelten bzw. Saugetiercellen, 
bedtngt stets den Elnsatz spezfeller Kultivlerungsmedien, die den Zelten die for em effelentes 
Wachstum und Produktion der erwonschten Proteine erforderlichen NShr- und Wuchsstoffe zur 
5 VerfOgung stellt In der Regel wird hierbei als Mediumkomponente Serum Oder aus Serum abgelei- 
tete Verbindungen eingesetzt (z.B. bovines Serum). 

Bei der Verwendung von Serum in Zellkulturen bzw. von Proteinaddltiven, die aus menschli- 
chen oder tierischen Quellen abgeleitet sind, existieren allerdings zahlreiche Probleme, vor allem, 
wenn mit der Zellkuitur Ausgangsmateria! for die Herstellung eines Arzneimittels, das am Men- 
10 schen verabreicht werden soil, zur VerfOgung gestellt wird. 

So variiert die Zusammensetzung und die Qualitat bei solchen Senimpraparaten alteine schon 
auf Grund der Verschledenheit der Spenderorganismen for derarlige Praparate von Charge zu 
Charge. Dies stellt vor allem bei der Standardisierung der Zellproduktton und bei der Etablierung 
von Standardzuchtbedingungen for derartige Zelien ein erhebliches Problem dar. In jedem Fall ist 
15 aber eine intensive und standige Quaiitatskontroile des eingesetzten Serummaterials erforderiitfr 
Dies ist aber speziell bei derartig komplexen Zusammensetzungen wie Serum Sulierst aufwendig 
und kostenintensiv. 

Weiters enthalten solche komplexen Praparate eine Vielzahl von Proteinen, die vor allem im 
Zuge des Aufreinigungsprozesses des zu gewinnenden rekombinanten Proteins aus der Zelikultur 

20 stflrend wirken kfinnen. Dies gilt vor allem fOr dlejenigen Proteine, welche dem zu gewinnenden 
Protein homolog Oder ahnlich sind. Naturgematt sind diese Probteme vor allem bei der rekombi- 
nanten Gewinnung von Serumprotelnen akut, da das biogene Pendant im eingesetzten Medium 
(z.B. etwa das bovine Protein) im Zuge der Aufrelnigung nur veriaBHch durch ganz spezifische 
differenzielle Reinigung (z.B. mit AntikOrpern, die spezifisch nur auf das rekombinante Protein, 

25 nicht jedoch auf das bovine gerichtet sind, entfemt werden kann (BjGrck.L, J. Immunol., 1988, 
Vol 140, pp. 1194-1197; Nilson et al., J. Immunol Meth., 1993, 164, pp. 33-40). 

Ein entscheidendes Problem bei der Verwendung von Serum oder aus Serum abgeleiteten 
Verbindimgen im Kulturmedium ist aber auch das Risiko an Kontamination mit Mycoplasmen, Viren 
oder BSE-Agenzien. »n Zusammenhang mit aus menschiichem Blut abgeleiteten Prfiparaten Ist 

30 hierbei das Risiko der Kontamination mit Viren, wie Hepatitis oder HIV, besonders hervoizuheben. 
Bei aus bovinem Material abgeleitetem Serum oder Serumkomponenten besteht vor allem die 
Gefahr einer BSE-Kontamination. DarOberhinaus konnen samtliche Serum-abgeleiteten Materiallen 
auch mit Krankheitserregern die noch unbekannt sind kontaminiert sein. 

Gerade aber for die Kultivierung von Zelien an festen Oberfiachen wurde die Zugabe von Se- 

35 rumkomponenten zur Gewahrleistung e'mer ausreichenden Haftung der Zelien an den Oberfiachen 
und einer ausreichenden Produktion an den erwonschten Substanzen aus den Zelien bis auf 
wenige Ausnahmen bislang ais unumganglich angesehen worden, So konnte zwar beispielsweise 
mit dem in der WO 91/09935 beschriebenen Methodik ein Verfahren zur serum- und protein- 
freien Kultivierung von FSME-VirusA/irusantigen durch serum- und proteinfreie Kultivierung von 

40 Oberflachen-abhanglgen permanenten Zelien, vorzugswelse Verozellen, erreicht werden (s. 
WO 98/15231). Es handelte sich dabei jedoch nlcht urn rekombinante Zelien, sondern urn Wirtszel- 
len, die fOrdie Produktion von Virusantigen in elnem lytischen ProzeB eingesetzt werden. 

im Gegensatz dazu sind die vorrangig for die rekombinante Herstellung eingesetzten Zelien, 
beispielsweise CHO-Zellen, nur bedingt haftungsfehig. So k&nnen mittels konventioneller Metho- 

45 den angezogene CHO-Zellen nur unter serumhaitigen Bedingungen sowohl an glatte ats auch an 
porOse Mikrotrager binden (s. US 4,978,616; Cytotechnology 9 (1992), 247-253). Werden aber 
derartige Zelten unter serumfreien Bedingungen angezogen, so vertleren sie diese Bgenschaft und 
haften nicht an glatten Tragem oder l&sen sfch leicht von diesen ab, sofeme nicht andere Adha- 
renz-fGrdernde Zusatze, wie beispielsweise Fibronektin, insulin oder Transferrin im Medium vorge- 

50 sehen werden. Auch hierbei handelt es sich jedoch urn aus Serum abgeleitete Proteine. 

Altemativ dazu konnen die Zelien zwar auch in Suspensionskultur gezogen werden, beispiels- 
weise im Batch-Verfahren oder in einer kontinuieriichen Kultur. Bevorzugterweise erfolgt die Kulti- 
vierung Im Chemostat-Verfahren (Ozturk S.S. et aL, 1996, Abstr.Pap.Am.Chem.Soc, BIOT 164; 
Payne G.F. et aL t in "Large Scale Cell Culture Technology". 1987, ed. Lydersen B.K M Hauser 

55 publishers, S.206-212). 
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Die JP 7-39386 betrifft eln Verfahren zur Herstellung von Zellulose, wobei Mikroorganismen 
aus der Familie Acetobacter, die die FShlgkeit zur Produktion von zelluloseartigen Substanzen 
haben, in Kulturmedium kultiviert werden, dem Carbons£uren oder deren Salze als Zelfulose- 
wachstum fdrdernde Faktoren zugesetzt werden, um die Produktivitat der Zellen zu steigern. Ate 

5 Bestandteile der Kultivierungsmedien werden u.a. Petaton und Hefeextrakt angegeben. Dieser 
Stand der Technik 1st beschrSnkt auf die Zeliuloseproduktion in Aceto-bacter-Kulturen. 

Die JP 5-123178 bechreibt die Herstellung von Phenyialanin durch Einwirken von Mikroorga- 
nismen mlt p-Tyrosinaseaktivitat auf ein Medium, das Phenyialanin und Tyrosin enthait Es wird 
betont, dass jegliche Fermentationstosung verwendet werden kann> die diese beiden Aminosfiuren 

10 enthait, beispieisweise werden ais Stickstoffquelieh Fleischextrakt oder Pepton angegeben. Auch 
der Zusatz von Vitamin B6 erfotgt nur deshalb, um die (3-Tyrosinaseaktivitat zu erhOhen. 

Die JP 3-244391 beschreibt die Verwendung von Bakterienzellen, ie. Coli-Bakterien, zur Her- 
stellung von rekombinanten Proteinen, wobei die Effizienz der Entfemung von aminoterminalen 
Methioninresten verbessert werden soli. Dazu werden spezieile Expressionspiasmide verwendet, 

15 die die Expression in Eco// ermOgllchen. GemaB diesem Dokument wird die Verwendung eines 
M9-Mediums empfohlen, dem anstelie der "Kasaminosaure" hydrolysiertes Sojaprotein zugegeben 
wird. Dieses Medium enthait aufterdem auch Hefeextrakt 

Die WO 96/26266 beschreibt die Zugabe von Proteinhydrolysaten zu Medien for die KultMe- 
rung von Zellen. Bei den angefQhrten Beispfelen, die die Vorteiihaftigkeit der Zugabe der Protein- 

20 hydrotysate for die Expression von rekombinanten Proteinen in ZelJkultur beschreiben sollen, wird 
aber stets u.a. fetafes Kaiberserum zum Baslsmedium zugesetzt 

Das RD 415 051 (Quest International) beschreibt die Zugabe von Peptfd-Mischungen, darunter 
auch Sojapepton, zu Zellkulturmedien for die Kultivierung von eukaryontischen Zellen. Dies fQhrt zu 
einem verstarkten Zellwachstum. Es wird betont, dass die Zugabe von Sojapepton zum Medium 

25 den Bedarf an Serum im Medium fOr die Kultivierung von BHK- und CHO-Zellen lediglich um 80% 
reduzlert, nicht jedoch eliminiert 

Die W098/15614 beschreibt die Zugabe von Zusatzstoffen aus Pflanzen in Zelfkulturen tieri- 
scher Zellen, Dabei wird zwar ein serumfreies Medium verwendet, nicht aber ein proteinfreies Me- 
dium, wie die Passagen belegen, worin die Zugabe von EGF, Insulin. Transferrin oder Insulin fDr 

30 die Herstellung eines basalen Mediums, das fOr die welteren Vergielchsversuche verwendet wird, 
beschrieben wird. Welters wurde der Effekt der Zugabe von Pflanzen-Derivaten im Hinblick auf die 
Wachstumsrate der Zellen gemessen, nicht aber auf deren Produktivitat 

Die WO91/10726 beschreibt Kulturmedium fOr die Kuitivierung von Tumor- und Nicht-Tumor- 
ZeKen, wobei hier das Ziel lediglich darin besteht, die Zellen zu kultivieren, nicht aber rekombinante 

35 Proteine mittets dieser Zellen herzustelten. Welters wird Wer ein Basalmedium (PDRG) beschrie- 
ben, dem fotales Kaiberserum zugesetzt wurde. Welters wird dem Medium gemafi diesem Doku- 
ment elne Vietzahl von Aminosauren zugegeben, nicht jedoch eine gezielte Auswahl weniger 
Aminosduren. 

Zudem wurde im Stand der Technik mehrfach versucht, Zellen ausgehend von serumhaitigen 

40 Bedingungen auf proteinfreies Medium zu adapferen. Bei dieser Adaptterung wurde jedoch immer 
wieder festgesteilt, dass die Ausbeute an exprimlertem Protein und die Produktivitat der rekombi- 
nanten Zellen nach Adapation im proteinfreien Medium im Vergleich zu serumhaitigen Bedingun- 
gen stark absinkt (AppLMicrobiol.Blotechnol.40 (1994), S.691-658). 

Es zeigt sich auch, dass bei hoher Zelldichte die Produktion an rekombinanten Proteinen zum 

45 Tell erheblich eingeschrSnkt ist Beim Versuch der Adaptierung von Zellen an protein- oder serum- 
freien Medien kommt es auch immer wieder zu Instabilitaten unter reduziertem Wachstum der 
eingesetzten Zellen, so dass Zellen mit verringerter Expression oder auch nlcht-produzierende 
Zellen entstehen, die gegenOber den produzterenden Zellen in protein- und serumfreien Medien 
einen WachstumsvorteH haben, der dazu fQhrt, dass diese die produzterenden Zellen Oberwuchem 

50 und letztendilch dann die ganze Kultur nur mehr sehr geringe Produktausbeuten Hefert 

Die vorliegende Erflndung stellt sich daher zur Aufgabe, die MOgtichkeiten zur protein- und se- 
rumfreien Kultivierung von rekombinanten Zellen zu verbessem und Mittel und Verfahren zur 
VerfDgung zu stellen, mit welchen rekombinante Zellen in effcienter Wehse serum- oder proteinfrei 
kultiviert werden tonnen. Weiters soil damit die Kultivierung nicht nur von Oberfiachenabhangigen 

55 Zellen mOglich sein, sondem auch in Suspensionskultur, wobei Instabilitaten in der Produktivitat 
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der Zellen mogllchsthintangehalten werden sollen. 

Ein weiteres Ziel der voriiegenden Erfindung liegt darOberhlnaus auch In einer effizienten Pro- 
duktionsstelgerung der rekombinanten Zellen. 

Schlieaiich soil erftndungsgemafi auch die Adaptierung von rekombinanten Zellen auf serum- 

5 und proteinfreie Medien verbessert und effizienter gestaltet werden ktinnen. 

Diese Aufgaben werden erftndungsgematt gelttst durch ein Medium zur protein- und serumfren 
en Kultivierung von Zellen, insbesondere von Saugetierzellen, welches dadurch gekennzerchnet 
1st, dass es einen Anteil an Soja-Hydrolysat mit einem Molekutargewicht <; 500 Dalton enthait. 
Qberraschenderweise konnte gezeigt werden, dass die oben deflnierten Ziele durch dasKulth 

10 vieren von Zellen In Soja-Hydrofysat-hattigem Medium erreicht werden kOnnen, ohne dass die im 
Stand der Technik beschrlebenen Nachteile der serumfrelen Kultivierung in Kauf genommen 
werden mQRten. Es hat sich gezeigt, dass im Gegensatz zu anderen im Stand der Technik bekann- 
ten Hydrolysaten, wle etwa Weizen-, Rels- oder Hefehydrolysaten, nur das Soja-Hydrolysat die 
erfmdungsgemaften Eigenschaften vermlttelt und beispielsweise zu elner signifikant erhflhten Aus- 

15 beute an rekombinantem Zielprotein fOhrt. 

Bevorzugterwelse enthait das erfindungsgema&e Medium Soja-Hydrolysat in elner Menge von 
mehr als 10 Gew.-%, bezogen auf die Gesamttrockenmasse des Mediums, In der Regel wird das 
Soja-Hydrolysat in einer Menge von 4-40 % im Medium vorgesehen. 

Erfindungsgematt ist die Wahl des spezifischen Soja-Hydrolysats nicht kritisch. Eine VIelzahl 

20 von am Markt befindiichen Soja-Praparaten kann erfindungsgemafi eingesetzt werden, z.B. Pepto- 
ne aus Sojamehl, enzymatlsch verdaut (beispielsweise durch Papain), mit einem pH-Wert zwi- 
schen 6,5 und 7,5, einem Gesamtstickstoffgehalt zwlschen 9% und 9,7% und einem Aschegehalt 
zwischen 8 und 15%. Es handeltsich dabei urn Peptone aus Sojabohnen. wie sie im allgemeinen 
vom Fachmann for die Zellkultur verwendet werden. 

25 Gema& elner bevorzugten AusfOhrungsfbrm wird im erfindungsgemaBen Medium eine gerei- 
nigte Preparation eines Soja-Hydrolysats bzw. einer Rohfraktkm hiervon verwendet. Bei dieser 
Reinigung werden bevorzugterwelse Verunrelnigungen, die mit elner effizienten Kultivierung inter- 
ferieren kdnnten, eliminiert Oder aber die Definiertheit des Hydrolysats, beispielsweise hinsichtlich 
des Molekulargewichtes, verbessert 

30 ErfindungsgemaB besonders bewahrt hat sich bei dieser Reinigung das Vorsehen ernes ultra- 
ffflrationsschrittes, weshatb die Verwendung von ultrafiitriertem Soja-Hydrolysat im erfindungsge- 
maften Medium besonders bevorzugt ist. 

Die Ultrafiltration kann gemali Verfahren erfolgen, wie sie im Stand der Technik ausfOhrlich be- 
schrleben sind, beispielsweise unter Verwendung von MembranfiKern mit definlerter AusschluB- 

35 grenze. 

Die Reinigung des ultrafiitrierten Sojapeptons kann durch Gelchromatographie, beispielsweise 
mittels Sephadex-Chromatographie, beispielsweise Sephadex G25 Oder Sephadex G10, oder 
aquivalente Materialien, lonenaustauschchromatographle, Affinitatschromatographie, GrdBenaus- 
schlu&chromatographie Oder "reversed phase"-Chromatographie erfolgen. Es handelt sich dabej^ 
urn Verfahren, wie sie dem Fachmann aus dem Stand der Technik bekannt sind- ^ 

Ein besonders vorteilhaftes Soja-Hydrolysat ist dadurch gekennzeichnet, dass es einen Gehalt 
an freien Aminosauren zwischen 10,3 und 15,6%, bevorzugt zwlschen 12 und 13,5%, einen Ge- 
samtstickstoffgehatt zwischen 7,6 und 11,4%, bevorzugt zwischen 8,7 und 9,5%, und einen Endo- 
toxin-Gehalt ovn < 500 E/g aufweist, und dass mindestens 40%, bevorzugt mindestens 50%, 
45 besonders bevorzugt mindestens 55%, ein Molekulargewicht von 200-500 Dalton und mindestens 
10%, bevorzugt mindestens 15%, ein Molekulargewicht von 500-1000 Dalton autweisen. Ein der- 
artiges Soja-Hydrolysat eignet sich besonders gut for die industriefle Produktion von rekombinan- 
ten Proteinen, da es auf Gmnd seiner Merkmale besonders leicht standard isierbar und in Routine- 
verfahren einsetzbar isl 

so Das erfindungsgemafie Medium kann neben Soja-Hydrolysat auch noch in an sich bekannter 
Weise synthetische Medien enthalten, wie beispielsweise DMEM/HAM's F12, Medium 199 oder 
RPMI, die aus der Uteratur hinreichend bekannt sind. 

Bevorzugterweise enthait das erfindungsgemaBe Medium auch weiters Aminosauren, vorzugs- 
weise ausgewahlt aus L-Asparagin, L-Cysteln, L-Cystin, L-Prolin, L-Tryptophan, L-Glutamin oder 

55 Mischungen davon. 



40 
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Vorzugsweise werden dem erfmdungsgemaften Medium zusatzlich fbigende Aminosduren zu- 
gegeben: L-Asparagin (in einer Menge von 0,001 bfs 1 g/1 Medium, bevorzugt 0,01 bis 0,05 g/l, 
besonders bevorzugt 0,015 bis 0,03 g/l), L-Cystein (0,001 bis 1 g/l, bevorzugt 0,005 bis 0,05 g/l, 
besonders bevorzugt 0,01 bis 0,03 g/l), L-Cystin (0,001 bis 1 g/l, bevorzugt 0,01 bis 0,05 g/l, be- 

5 sonders bevorzugt 0,015 bis 0»03 g/l), L-ProKn (0,001 bis 1,5 g/l, bevorzugt 0,01 bis 0,07 g/l, be- 
sonders bevorzugt 0,02 bis 0,05 g/l), L-Tryptophan (0,001 bis 1 g/l, bevorzugt 0,01 bis 0.05 g/i; 
besonders bevorzugt 0,015 bis 0,03 g/i) und L-Gfutamln (0,05 bis 1 g/l, bevorzugt 0,1 bis 1 g/l). 

Die oben genannten Amlnosauren kdnnen dem erfindungsgema&en Medium einzeln oder in 
Kombination zugesetzt werden. Besonders bevorzugt ist die kombinierte Zugabe der Amlnosaure- 

10 Mischung enthaitend alle oben genannten Aminosduren. 

In einer besonderen AusfQhrungsfbrm wrd ein serum- und proteinfreles Medium verwendet, 
das zusatzlich eine Kombination der oben genannten Aminosauremischung und gereinigtes, ultra- 
filtriertes Sojapepton enthatt 

Oberraschenderweise hat sich gezetgt, dass, beispietsweise zur Inaktfvierung von Viren oder 

15 anderen Pathogenen, das Medium ohne negative Effekte ca 5 bis 20 Minuten, bevorzugt 15 Minu- 
ten, auf 70°C bis 95°C, bevorzugt 85 bis 95*C, erhitzt werden kann, 

Erfindungsgemad kann jedes bekannte synthetlsche Medium in Kombination mit Soja-Hydro- 
lysat elngesetzt werden. Konventfonelle synthetische Mlnimalmedien kOnnen anorganische Salze, 
Aminosduren, Vitamine, eine Kohlehydratquelie und Wasser enthaiten. Beispietsweise kann 

20 DMEM/HAM's F12-Medium elngesetzt werden. Der Gehalt an Sojaextrakt kann im Medium bevor- 
zugterweise zwischen 0,1 und 100 g/l, besonders bevorzugt zwischen 1 und 5 g/l, llegen. GemaS 
einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform kann Sojapepton, das htnsichtllch seines Moleku- 
largewichtes stardardisiert ist, verwendet werden. Das Molekulargewicht des Sojapeptons betrSgt 
vorzugsweise weniger als 50103, besonders bevorzugt weniger als 1 0kD, insbesondere weniger als 

25 1kD. 

Als besonders vorteilhaft fQr die Produktivitat der rekombinanten Zetllinien hat sich die Zugabe 
von ultrafiltriertem Sojapepton erwiesen, dessen durchschnittliches Molekulargewicht 350 Dalton 
betrdgt (Fa. Quest). Dies ist ein Sojaisolat mit einem Gehalt an Gesamtstlckstoff von ca. 9,5% und 
einem Gehalt an freien Aminosduren von ca. 13%. 
30 Besonders bevorzugt ist die Verwendung elnes gereinigten, ultrafiltrierten Sojapeptons mit 
einem Molekulargewicht von £ 1000 Dalton, bevorzugt £ 500 Dalton, besonders bevorzugt 
<350 Dalton. 

Vorzugsweise enthdlt das erfindungsgema&e Medium welters Hilfesubstanzen, wie z.B. Puffer- 
substanzen, Oxidatfonsstabilisatoren, Stabiltesatoren gegenOber mechanischer Beanspruchung 
35 oder Proteaseinhibitoren. 

Besonders bevorzugt wird ein Medium mit fotgender Zusammensetzung verwendet; synthetf- 
sches Minimalmedium (1 bis 25 g/l), Sojapepton (0,5 bis 50 g/l), L-Glutamin (0,05 bis 1 g/l), 
NaHCO* (0,1 bis 10 g/l), Ascorbinsaure (0,0005 bis 0,05 g/I), Ethanotamfn (0,0005 bis 0,05 g/i), 
Na-Selenit(1 bis15^ig/l). 

40 Dem erfindungsgemaften Medium kann gegebenenfalls ein nichtionisches Oberfiachenmittel, 
wieetwa Polypropylengiycol (PLURONIC F-61, PLURONIC F-68, SYNPERONIC F-68, PLURONIC 
F-71 oder PLURONIC F-108) als Entschdumer zugegeben werden. 

Dieses Mitte) wtrd aligemein angewendet, urn die Zellen vor den negativen Auswlrkungen der 
BelQftung zu schQtzen, da ohne Zugabe eines Oberflachenmittels die aufsteigenden und zerplat- 
45 zenden Luftblasen zur Schddigung jener Zellen fQhren kOnnen, die sich an der Oberflache dieser 
Luftblasen beflnden. ("sparging") (Murhammer und Goochee, 1990, Biotechnof.Prog. 6:142-148) 

Die Menge an nichtionischem Oberf&chenmittel kann dabei zwischen 0,05 und 10 g/l (iegen, 
besonders bevorzugt ist jedoch eine mflglichst geringe Menge zwischen 0, 1 und 5 g/l. 

Welters kann das erfindungsgemaOe Medium auch Cyclodextrin oder ein Derivat davon enthal- 

50 ten. 

Vorzugsweise enthdlt das serum- und proteinfreie Medium einen Proteaseinhlbitor, wie etwa 
Serinproteaseinhibitoren, die Gewebekultur-tauglich und synthetischen oder pflanzlichen Ur- 
sprungs sind. 

Als Zellen zur Kultivierung im erfindungsgemflfJen Medium werden bevorzugterwelse bereits 
55 adaptierte Zellen verwendet, d.h. Zellen, die bereits an das Wachstum in protein- und serumfreien 
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Medien adaptlert worden sind. Es hat sich gezelgt dass mlt derartigen voradaptlerten Zellen nicht 
nur erhflhte Ausbeuten eraelt werden kannen, sondem dass sich deren Stabilitat bei der serum- 
und protelnfreien Kultivierung deutlich durch die Verwendung des erfindungsgemaflen Mediums 
verbessert 

5 Besonders bewahrt haben sich aber erfindungsgemaiJ rekombinante Zellklone, die von vorn- 
herein in serum- und proteinfrelen Medien for mlndestens 40, vorzugsweise mindestens 50 Gene- 
rationen stabii sind und rekombinante Produkte exprimieren. 

Derartige Zellklone sind emaitllch aus einer Zellkultur, die nach Kultivierung eines rekombman- 
ten Ursprungszellklons auf serumhaltigem Medium und Umadaptierung der Zellen auf serum- und 

to proteinfreies Medium erhalten wird. 

Unter Ursprungszellklon kann ein rekombinanter ZeHklon-Transfektant veretanden werden, der 
nach Transfektion von Wirtszeilen mit elner rekombinanten NuWeotidsequenz unter Laborbedin- 
gungen stabii rekombinantes Produkt exprimiert. Der Ursprungskton wird zur Optlmierung des 
Wachstums in seaimhaltigem Medium angezUchtet. Zur Erhflhung der Produktivitat wird der Ur- 

15 sprungsklon gegebenenfalls in Gegenwart eines SelekUonsmittels und Setektlon auf den Setekti- 
onsmarker und/oder Amplifikationsmarker angezogen. FOr die groMechnische Produktion wird der 
Ursprungszellklon unter serumhaltigen KulKvierungsbedlngungen bis zu einer hohen Zetldichte 
angezogen und kurz vor der Produktionsphase auf serum- und/oder proteinfreies Medium umadap- 
Uert. Die Kultivierung erfolgt dabei vorzugsweise ohne Setektionsdruck. 

20 Die Kultivierung des rekombinanten Ursprungszellklons kann bereits von Anfeng an in serum- 
und proteinfreiem Medium erfolgen, wodurch eine Umadaptierung nteht mehr notwendig ist. Gege- 
benenfalls kann auch in dlesem Fall ein Selektionsmittei verwendet werden und die Setektion auf 
den Selektion*- und/oder Ampfifikationsmarker erfolgen. Ein Verfahren dafOr ist beispielsweise in 
der EP 0 71 1 835 beschrieben. 

25 Die nach Umadaptierung auf serum- und proteinfreies Medium erhaltene Zellkultur wird auf die- 
jenigen Zellklone der Zellpopulation getestet, die unter serum- und proteinfrelen Bedingungen, 
gegebenenfalis in Abwesenheit eines Setektionsdruckes, stabii Produkte produzieren. Dies kann 
beispielsweise durch Immunfluoreszenz mit markierten, spezifischen, gegen das rekombinante 
Polypeptid Oder Protein gerichteten AntikOrpem erfolgen. Die als Produkt-Produzenten identifizter- 

30 ten Zellen werden aus der Zellkultur isoliert, und unter serum- und proteinfreien, vorzugsweise 
unter produktionsaquJvalenten Bedingungen emeut vermehrt Die Isollerung der Zellen kann dabei 
durch Vereinzeiung der Zellen und Testen auf Produkt-Produzenten erfolgen. 

Die Zellkultur, enthaltend die stabilen Zellen, kann emeut auf stabile rekombinante Klone ge- 
testet und dlese aus der Zellkultur isoliert und auskloniert werden. AnschlieBend k&nnen die unter 

35 serum^ und proteinfrelen Bedingungen erhaltenen stabilen rekombinanten Zellklone unter serum- 
und protelnfreien Bedingungen weltervermehrt werden. 

Die derart hergestellten im erfindungsgematien Medium rekombinanten Zellklone bzw. Zellpo- 
pulationen zeichnen sich insbesondere dadurch aus, daS sie in serum- und proteinfreiem Medium 
for mindestens 40, vorzugsweise mindestens 50, insbesondere mehr als 60 Generationen stabii 

40 sind und rekombinantes Produkt exprimieren. 

Ein Beispiel for einen derartigen stabilen Zellklon bzw, Zellpopulation wurde unter der Nummer 
98012206 bei der ECACC (UK) gema(J Budapester Vertrag hinteriegt 

Die erfindungsgemaft zu kultivierende Zellkultur ist vorzugsweise von einer rekombinanten 
Saugerzeile abgeleitet Rekombinante Saugerzellen kOnnen dabei alle Zellen seln, die fOr ein 

45 rekombinantes Polypeptid Oder Protein kodierende Sequenzen enthalten. UmfaRt sind dabei alle 
kontinuierlich wachsenden Zellen, die sowohl adhflrent als auch nicht-adharent wachsen. Beson* 
ders bevorzugt sind rekombinante CHO-Zellen Oder BHK-Zellen. Rekombinante Polypeptide Oder 
Proteine kOnnen Blutfaktoren, Wachstumsfektoren oder andere biomedlzinlsch relevante Produkte 
sein. 

so GemaB der vorliegenden Erfindung werden Zellklone bevorzugt, die die kodierende Sequenz 
fOr einen rekombinanten Blutfaktor wie Faktor II, Faktor V, Faktor VII, Faktor VIII, Faktor IX, Faktor 
X, Faktor XI, Protein S, Protein C, eine aktivlerte Form eines dleser Faktoren, Oder vWF enthalten, 
und in der Lage sind, diesen stabii fiber mehrere Generationen zu exprimieren. Besonders bevor- 
zugt sind dabei rekombinante CHO-Zellen, die vWF oder ein Polypeptid mit vWF-AkBvitat, Faktor 

55 VIII oder ein Polypeptid mit Vlll-Aktivitat, vWF und Faktor VIII, Faktor IX oder Faktor II expnmieren. 
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Urn eino Masterzeilbank anzulegen, werden 30 Generationen benOtigt Urn eine durchschnitUi- 
che Batchkultur mlt 1000 MMa&stab durchzufQhren, sind mindestens etwa 40 Generatlonen erfor- 
derlich, Mit dem erfindungsgemaBen Medium 1st es mOgllch, ausgehend von einem Elnzefklon eine 
"Master Cell Bank" (MCB), eine 'Working Ceil Bank" (WCB) mit etwa 8 bis 10 Generatlonen und 

5 damit eine Zellkuttur im Produktionsmadstab (Praduktionsbiomasse) mit bis zu 20 bis 25 Generatl- 
onen unter protein- und serumfreien Bedingungen herzustellen, wohingegen mit bisheogen Zell- 
ktonen und Medien einige Generatlonen nach Wachstum auf serum- Oder proteinfreiem Medium 
instabil wurden. wodurch a) kelne einheWlche Zellkuttur mit Produkt-Produzenten und b) keine 
stabile Produktproduktivitdt Ober eine Idngeren Zeitraum mOglich war* 

io ErfindungsgemSB konnte aber demgegenOber sogar eine erhfthte Produkt-Produktivitat selbst 
im Verglefch zum Ursprungszellklon, der in serumhaltigem Medium kultfviert wurde, gefunden 
werden. 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die vortiegende Erfindung auch ein Verfahren von Kulti- 
vierung von Zellen, insbesondere von SSugetierzeflen, welches dadurch gekennzelchnet ist, dass 
15 diese Zelten in ein erfindungsgemdBes Medium eingebracht und in dlesem Medium kuitiviert wer- 
den. 

Die vortiegende Erfindung betrifft daher audi die Verwendung des erfindungsgemaBen Medi- 
ums zur Kultlvlerung von rekombinanten Zellen, vorzugsweise eukaryontischen Zellen, insbeson- 
dere Saugetlerzellen. 

20 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist demgemSfi auch eine Zelikultur, welche das erfin- 
dungsgemaBe Medium und Zellen, vorzugsweise eukaryontische Zelten, insbesondere Sdugetier- 
zellen, umfesst 

Die Erfindung wird an Hand der nachfolgenden Beisplele sowie der Zeichnungsfiguren, auf die 
sle jedoch ntcht eingeschrankt werden soil, naher eriautert 
25 Es zeigen: 

Fig. 1: die mlkroskopfsche Aufnahrne einer Arbeitszelibank eines Ursprungszellktons zum 
Zeitpunkt der Umadaptlerung von serumhaltigem auf serum- und proteinfreles Medium (A), nach 
10 Generatlonen mit serum- und proteinfreiem Medium (B) und nach 60 Generationen mit semm- 
und proteinfreiem Medium (C); 
30 Fig. 2: die mikroskopische Aufhahme einer Zelikultur, ausgehend von einem stabiten rekom- 
binanten Zellkion unter serum- und proteinfreien Bedingungen auf der Stufe der Arbeitszelibank 
(A), nach Generationen (B) nach 60 Generationen (C); 

Fig. 3: die Ergebnisse der Kultivierung eines rFVIII-CHO-Zellklons in einem 10 l-Perfusions- 
bioreaktor 

35 a) Faktor Vlll-Aktivitat (mEinheiten/mi) und Perfusionsrate (1-5/Tag) Ober einen Zeitraum von 
42 Tagen. 

b). Volumetrische Produktrvitat (Einheiten Faktor Vlll/I/Tag) im PerfusionsWoreaktor; 

Fig. 4: elnen Verglefch der Faktor Vlli-Produktivitat (mE/ml) bei Kultivierung im Batch- 
Verfehren von rFaktor Vlll-exprfmierenden CHO-Zelten in verschiedenen Medien; 
40 Fig. 6: die Faktor Vlll-Produktivitat (E/l) bei kontinuierltchem Wachstum von rFaktor Vlll-expri- 
mierenden CHOZellen in serum- und proteinfreiem Medium nach Begfnn der Zugabe von gereinig- 
tern, ultrafiltiertem Sojapepton am 6. Tag der Kultivierung; und 

Fig. 6: die in dem protein- und serumfreien Medium gezuchteten BHK-Zellen, enthaitend So- 
Ja-Hydrolysat 

45 

Beisplele: 
BerspfeM: 

Stabilrtat von rvWF-CHOZellen nach Umstellen von serumhaltigem auf serum- und pro- 
50 teinfreies Medium 

CHO-dhff-Zeifen wurden Plasmid phAct-rvWF und pSV-dhfr. co-transfiziert und vWF exprimle- 
rende KJone, wfe in Fischer et al. (1994, FEBS Letters 351:345-348) beschrieben, subkioniert Von 
den Subklonen, die stabil rvWF exprimierten, wurde unter serumhalHgen Bedingungen, jedoch in 
55 Abwesenheit von MTX, eine Arbeitszelibank (Working Cell Bank, WCB) angeiegt und die Zellen 
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unter serumhaltigen Bedingungen auf einem porosen Mikrotrager (Cytopore®) immobilisiert Nach- 
dem eine Zeildlchte von 2x10 r Zellen/ml Tragermatrix erreicht wurde, erfolgte die Umsteliung der 
Zellen auf serum- und protelnfreies Medium. Die Zellen wurden for mehrere Generationen unter- 
serum- und proteinfrelen Bedingungen weiterkultlviert Mittets Immunfluoreszenz mit markierten 

5 anti-vWF-AntikOrpern wurden die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten in serum- und proteinfreiem 
Medium getestet Die Bewertung der Stabilitat der Zellen erfolgte bei der Arbeitszellbank vor der 
Mediumsumstellung, nach 10 und 60 Generationen im serum- und proteinfreien Medium. WShrend 
die Arbeitszellbank noch 100% rvWF-Produzenten aufwies (Rgur 1 A), sank der Anteil der rvWF- 
Produzenten nach 10 Generationen in serum- und proteinfreiem Medium auf etwa 50% ab 

io (Figur 1 B). Nach 60 Generationen wurden mehr als 95% der Zellen als Nicht-Produzenten Identifi- 
zlert (Figur 1C)« 

Beispiel 2: KlonKerung von stabilen rekombinanten CHO-Klonen 

15 Von der Zelikultur, enthaitend rvWF-CHO-Zelien gemaa Beispiel 1 (dieser mit r-WVF-CHO F7 
bezeichnete stabile Zellklon wurde bei der ECACC (European Collection of Cell Cultures), Salisbu- 
ry, Wilshire SPA OJG, UK, gemSB Budapester Vertrag am 22. Janner 1998 hinterlegt und erhielt 
die Hinterlegungsnummer 98012206), die for 60 Generationen in serum- und proteinfreiem Medium 
kultlviert worden war (Figur 1 C), wurde eine VerdQnnung angelegt und jeweiis 0.1 Zelten/well einer 

20 Mikrotlterplatte ausgesat Die Zellen wurden in DMEM/HAM's F1 2 ohne Serunv Oder Proteinzusat- 
ze und ohne Selektionsdruck for etwa 3 Wochen kultiviert und die Zellen mit Immunfluoreszenz mit 
markierten anti-WVF-AntikOrpern getestet Ein als positiv ktentifizierter ZeOklon wurde als Aus- 
gangsklon fOr die Herstellung einer Saat-Zellbank eingesetzt Von der Saat-Zellbank wurde eine 
Master-Zellbank (MCB) in serum- und proteinfreiem Medium angelegt und Einzelampullen ftr die 

25 weitere Herstellung einer Arbeitszellbank weggefroren. Ausgehend von einer Einzelampulle wurde 
eine Arbeitszellbank in serum- und proteinfreiem Medium hergestellt Die Zellen wurden auf porose 
Mikrotrager Immobilisiert und fUr mehrere Generationen unter serum- und proteinfreien Bedingun- 
gen weiterkuttiviert Mitels Immunfluoreszenz mit markierten anti-vWF-AntikOrpem wurden die 
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten in serum- und proteinfreiem Medium auf Produktivitat getes- 

30 tet Die Bewertung der Stabilitat der Zellen erfolgte auf der Stufe der Arbeitszellbank und nach 10 
und 60 Generationen in serum- und proteinfreiem Medium. Sowohl auf Stufe der Arbeitszellbank 
(Figur 2 A), als auch nach 10 (Figur 2 B) und 60 Generationen (Rgur 2 C) wurden annahernd 
100% der Zellen als positive stabile rekombinante Klone identifizlert, die rvWF exprimieren. 

35 Beispiel 3: 

Zellspezifische Produktivitat der rekombinanten Zellktone 

Von definierten Stufen wfihrend der Kultivierung von rekombinanten Zellen wurde eine definier- 
te Zellzahl entnommen und mit frischem Medium fQr 24 h inkubiert Die rvWF:RistoGoF-Aktivrtat 
40 wurde in den ZellkulturOberstanden bestimmt. Tabelie 1 zeigt daft die zellspeziffeche Produktivitat 
bei den erfindungsgemaften stabilen rekombinanten Zellklonen auch nach 60 Generationen in 
serum- und proteinfreiem Medium stabil war, und sogar im Vergleich zum Ursprungsklon, der in 
serumhattigem Medium kultiviert war, erhOht war 

45 Tabelie 1 



55 



Zellklon 


zellspezifische 

Produktivitat 

der Arbeitszellen 

mil tvWF/IO^Zellerk/Tag 


zellspezifische 

Produktivitat 

nach 10 Generationen 

mU rvWF/IO^Zellen/Tag 


zellspezifische 

Produktivitat 

nach 80 Generationen 

mU rvWF/10 fi Zellen/Tag 


rvWF-CHO #808.68 
UrsprungszellJdon 


55 


30 


<10 


r-vWF-CHO F7*) 
stabiler Klone 


62 


65 


60 
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*) hlnteriegt am 22.1 . 1 998 (ECACC (European Collection of Cell Cultures, 
Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, UK); Hinteriegungsnummer 98012206) 

Be/sp/e/4; 

Zusammensetzung eines synthetischen serum- und proteinfreien Mediums 



Tabelle2 



Komponente 




Bevorzugte Menge 
Ing/I 


Synthetisches 
Minima tmedium 
(DMEM/HAM's F12) 


1- 100 


11,00-12.00 


Sojapepton 


0.5-50 


2.5 


L-Glutamin 


0.05-1 


0,38 


NaHCO, 


0.1 - 10 


2,00 | 


Ascorbinsaure 


0,0005 - 0.05 


0,0035 


Ethanolamin 


0,0005 - 0,05 


0,0015 


Na-Selenlt 


1-15ng/l 


8,6pgyi 


optional: 
Synperonic F68 


0.01 - 10 


0,25 



Beispiei 5: 

Kuftivlerung von rFVJII-CHO-Zellen in protein- und serumfrelem Mlnimaimedlum 

Bne Zellkultur, enthaltend rFVill-CHO-Zellen, wurde In elnem 10 l-RQhrtank und Perfusion kul- 
tiviert. Dabei wurde ein Medium gemafc Beispiel 4 verwendet Die Zelien wurden dabei auf einem 
porOsen Mikrotrager (Cytopore®, Pharmacia) immobilisiert und for mindestens 6 Wochen kultiviert 
Die Perfusionsrate betrug 4 Volumenwechsel/Tag, der pH-Wert lag bei 6,9-7,2, die QrKonzentra- 
tion bei etwa 20-50% und die Temperatur bei 37°C. 

Figur 3 zelgt die Ergebnlsse der KultMerung eines rFVIII-CHO-Zellklons in einem 10 J-Perfusi- 
onsbtoreaktor. 

a) Faktor VHI-Aktivitflt (mEinheiten/ml) und Perfusionsrate (1-5/Tag) Ober einen Zeitraum von 
42 Tagen. 

b) Volumetrische Produktivitat (Einheiten Faktor Vlll/I/Tag) im Perfuslonsbioreaktor. 



Tabello3 



KultMerungstage 


Zellspecffische 


Immunfluoreszenz 




Produktivitat 


(% FVIII-positive 




(mE/10 e ZeBen/Tag) 


Zeilen) 


15 


702 


n.a. 


21 


1125 


n.a. 


28 


951 


>95% 


35 


691 


> 95% 


I 42 


970 


n.a. 



Tabelie 3 zelgt die Stabilitat und spezifische ProduktMtat der rFVIII exprimierenden Zelien. FOr 
diese Ergebnlsse wurden nach 15, 21, 28, 35 und 42 Tagen Proben entnommen, bei 300 g ab- 
zentrifuglert und in frischem serum- und proteinfreien Medium resuspendiert. Nach weiteren 
24 Stunden wurde die Faktor VJII-Konzentratton in den ZellkulturOberstanden und die Zellzahl be- 
stfmmt Ausgehend von diesen Daten wurde die spezifische FVIII-Produktivitat berechnet 

Es wurde elne stabile durchschnittliche Produktlvitat von 888 mEinhelten/10 6 -Zellen/Tag 
erreicht Diese stabile Produktivitat wurde auch durch Immunfluoreszenz mit markierten anti-FVIII- 
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AntikOrpern naoh 15, 21, 28, 35 und 42 Tagen In serum- und proteinfreiem Medium bestatigt. 
Beispiel 6: 

Verglelch der Produktivitat von rekombfnanten FVIII-CHO-Zellen In protein- und serum- 
5 freiem Medium, enthaltend waiter* Medienkomponenten. 

Eine rFVIII-CHO-Zellen enthaltende Zellkultur wurde im Batch-Ansatz kultiviert. Dabei wurde 
ein Medium gemSG Beisplel 4 verwendet dem foigende Amlnosauren zugegeben wurden: 

10 Tabelie 4 

Aminosaure: mg/l Bevorzugte Menge 

in mg/l 

L-Asparagin 1 -100 20 

15 L-Cystein.HCi.H 2 0 1 -100 15 

L-Cystin 1 -100 20 

L-Prolin 1 -150 35 

L-Tryptophan 1 -100 20 

L-Glutamin 50 -1000 240 

20 

Die Zellen wurden bei 37°C gezQchtet, pH 6,9-7,2. Die Zellen wurden im Batch-Verfahren Ober 
24-72 Stunden gezQchtet. 

Die Produktivitat der rekombinanten FVM-CHO-Zelien wurde in folgenden Medienzusammen- 

setzungen gemessen: 

25 Mix 1 bestehend aus serum- und proteinfreiem Medium ohne Sojapepton, enthaltend zusatz- 
iich eine AminosSuremischung gemafl der oben genannten Tabelie. 

Mix 2 bestehend aus serum- und proteinfreiem Medium, enthaltend Sojapepton, 
Mix 3 bestehend aus serum- und proteinfreiem Medium, enthaltend Sojapepton und zusatzlrch 
eine AminosSuremlschung gemSB der oben genannten Tabelie. 
30 Mix 4 bestehend aus serum- und proteinfreiem Medium, enthaltend zusdtelich eine AminosSu- 
remrschung gemaa der oben genannten Tabelie und 2,5 g/i gereinigtes, ultrafiltriertes Sojapepton, 
Die Relnigung des ultrafiltiierten Sojapepton erfolgte chromatographisch Ober eine Sephadex©- 
Sdule. 

35 Beispiel?: 

Kultlvierung von rekombinanten FVIH-CHO-Zellen in protein- und serumfreiem Medium 
in Chemostat-Kultur. 

Erne rFVIII-CHO-Zelien enthaltende Zellkuitur wunde In einem 10 I gerOhrten Bioreaktor-Tank 
40 kultiviert, Dabei wurde ein Medium gemfi& Beispiel 4, ohne Sojapepton, enthaltend eine Amino- 
sauremischung gemaft Beisplel 6 verwendet Die Zellen wurden bei 37°C gezQchtet, pH 6,9-7,2; 
die Sauerstoffkonzentration lag bei 20-50% Luftsattigung. Zur Bestimmung des Faktor Vlll-Titers 
und der Zellkonzentration im KulturOberstand wurden alte 24 Stunden Proben entnommen. Die 
Gesamt-Zellkonzentration war vom 2. bis zum 14. Tag konstant Ab dem 6. Tag wurde dem Medl- 
45 urn ultrafiltriertes Sojapepton zugegeben. Die Faktor Vlll-Produktivitat 1st in Figur 5 dargestellt, die 
Messung erfolgte mittels eines CHROMOGENIX CoA FVIII;C/4-Systems. Immunfluoreszenz mit 
markierten antl-FVIII-AnfikOrpern. Den Daten 1st zu entnehmen, dass es durch Zugabe des Soja- 
peptons zu einem deutlichen Anstieg der Faktor Vlll-Produktivitat und damit der voiumetrischen 
Produktivitat des Bloreaktor-Systems kommt, ohne zu einem deutlichen Anstieg des Zellwachs- 
50 turns zu fQhren. Das Fehlen von Sojapepton in der kontinuierlichen Kultur fOhrt nach wenigen 
Tagen zu einem deutlichen Abfall der Faktor VIII-ProduktMtat wShrend die Zugabe des Sojapep- 
tons einen fast 10-fachen Anstieg der Produktivitat zu Folge hat. Da diese Zugabe jedoch nicht die 
Zellzahl erhfiht, ist damit deutllch gezeigt da6 ultrafiltriertes Sojapepton eine deutliche Steigerung 
der Produktivitat zur Folge hat die aber unabhanglg ist vom Zeliwachstum. 

55 
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Bel spiel 8: 

Vergfeich der Wachstumsrate und der Pfoduktivitat von rekombinaten FVIIWMO-Zellen 
in protein- und serumfreiem Medium, enthaltend unterschledllche Hydrolysate. 

5 Eine rFVIlhCHO-Zellkultur wurde im Batch-Ansatz kultiviert Dabei wurde ein serum- und 
proteinfreies Medium verwendet wie In Beispiel 4 beschrieben, dem unterschledllche Hydrolysate 
(aus Soja, Hefe, Reis, Weizen zugegeben wurden. Als Kontrolle wlrd ein serum- und proteinfreies 
Medium verwendet, dem kein Hydrolysat zugegeben wurde. 

Die Ausgangszelldtehte bebug 0,6x10 s bzw. 0,4x10 6 Zellen. Die Zellen wurden bei 37°C im 
1 o Batch-Verfahren gezOchtet, pH 6,9-7,2. 

Tabelte 5: zeigt die Ergebnisse der Kultivlerungsversuche von rFVIil-CHO-Zellen In serum- und 
proteinfreiem Medium, dem Soja-(uitrafiltriert) und Hefe-Hydrolysate zugegeben wurden. Die Aus- 
gangszeildichte betrug 0,6x10 s Zellen. Ats Kontrolle wurde serum- und proteinfreies Medium ohne 
Hydroiysat-Zusatze verwendet 

15 

Tabetic 5 



20 



Hydrolysat 


End-Zeildichte 


FVIII-Titer 


FVIII-Clotting- 




(x10 e /ml) 


(mE/ml) 


Aktivitat 








(mE/ml) 


Sola 


3.6 


485 


508 


Hefe 


3.3 


226 


230 



Tabelie 6: zeigt die Ergebnisse der Kultivlerungsversuche von rFVill-CHO~ZeKen in serunv und 
25 proteinfreiem Medium, dem Soja-fultrafiltriert), Reis- und Weizen-Hydroiysate zugegeben wurden. 
Die Ausgangszelldichte betrug 0,6x10 s ZeBen. Als Kontrolle wurde serum- und proteinfreies 
Medium ohne Hydrolysat-Zusdtze verwendet 



Tabelie 6 



Hydrolysat 


End-Zelldichte 
(x10 e /ml) 


FVIII-Trter 
(mE/ml) 


vWF-Antigen 


Soja 


3.7 


1142 


6.7 


Reis 


3.0 


479 


3.2 


Weizen 


3.4 


522 


3.9 


Kontrolle 


3.0 


406 


3,1 



Tabelte 7: zeigt die Ergebnisse der Kultivlerungsversuche von rFWI-CHO-Zelten in serum- und 
proteinfreiem Medium, dem SoJa-{uHrafiltriert) und Weizen-Hydroiysate zugegeben wurden. Die 
40 Ausgangszelldichte betrug 0,4x10 6 Zellen. 

Tabelie 7 



Hydrolysat 


End-Zeli- 

dichte 
(x10 6 /ml) 


FVIII-Titer 
(mE/ml) 


FVIII-Anti- 
gen 
(Mg/ml) 


vWF-Anti- 
gen 
(M9/ml) 


So)a 




1427 


166 


17.2 


Weizen 


1.0 


1120 


92 


7.9 



50 ~ " 

Beispiel 9: 

Kultivierung von BHK-Zelien in protein- und serumfreiem Medium enthaltend Soja-Hy- 
drolysat 

55 BHK-21 (ATCC CCL 10)-Zellen wurden nrrittets eines CaP04-Verfahrens dreifach ccMransifi- 
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ziert mil folgenden Plasmiden: 25 H g des Plasmids pSV-Fll (Fischer -B . et at J "fWggJ; J** 
Vol. 271, 0^23737-23742). das humane Faktor II (Prothrombin). cDNA unter 
SV40-Promotors (SV40 early gene Promoter) enthalt; 4 pg des Plasmids pSV-DHFR : «r die HMetho- 
trexat-Resistenz und 1 pg des Plasmids pUCSV-neo (Schlokat U. et J. "PjfJ^^X; 
1996 Vol 24, pp. 257-267), das die G418/Neomycin-Resistenz vermittelt. StabHe Zellklone wurden 
durch Kuttivterung in einem Medium, das 500 pg/ml G418 enthielt und durch schrittweise Erhohung 
der Methotrexat-Konzentratlon bis zu einer Konzentration von 3 pM ^'^rt 

Die so erhartenen Kione wurden subkloniert und auf protein- und serumfrales Medium adap- 
flert Die Kultivierung erfolgte in Suspensionskultur. MfinilWen Me H iurn 

Die Ergebnlsse sind der Figur 6 zu entnehmen; d.e In dem pioteln-und ^£tS£SSt 
enthaltend Soja-Hydrolysat, gezQcheteten BHK-Zellen zelgten eine hone und stabile Produktions- 
rate von rekombinantem Faktor II. 



PATENTANSPROCHE: 

1 . Medium zur protein- und serumfreien Kultivierung von Zellen. insbesondere Saufletierzel- 
len, dadurch gekennzeichnet, dass es einen Anteil an Soja-Hydrolysat mit einem Moleku- 
largewicht* 500 Dalton enthalt 

2. Medium nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass es eine Menge von mehr Jls 
10 Gew -% Soja-Hydrolysat bezogen auf die Gesamt-Trockenmasse des Medwms enthalt. 

3. Medium nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, dass es eine gereinigte Prepa- 
ration eines Soja-Hydrolysats enthalt. 

4. Medium nach einem der Ansproche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet dass es eln ultrafilt- 
riertes Soja-Hydrolysat enthalt. 

5. Medium nach einem der AnsprOche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet, dass das Soja-Hy- 
drolysat einen Endotoxin-Gehatt von < 500 E/g aufweist und dass mindestens 40% des 
Soja-Hydrolysats ein Molekulaigewicht von 200-500 Dalton aufweisen. 

6. Medium nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. dass mindestens 50 % des Soja-Hy- 
droiysats ein Molekulargewicht von 200-500 Dalton aufweisen. 

7. Medium nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. dass mindestens 55 % des Soja-Hy- 
drolysats ein Molekulargewicht von 200-500 Dalton aufweisen. 

8. Medium nach einem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass es weiters 
Aminosauren, vorzugsweise ausgewahlt aus L-Asparagin, L-Cystein. L-Cystm, L-Proiin. 
L-Tryptophan, L-Glutamin oder Mlschungen davon, enthalt 

9. Medium nach einem der AnsprOche 1 bis 8. dadurch gekennzeichnet, dass es weiters 
Hilfssubstanzen, vorzugsweise Puffersubstanzen, Oxidattonsstabilisatoren, Stabilisatoren 
gegenQber mechanischer Beanspruchung oder Proteaseinhibrtoren enthalt 

10. Verfahren zur Kultivierung von Zellen. insbesondere SSugetierzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Zellen in ein Medium nach einem der AnsprOche 1 bis 9 eingebracnt 
und kultiviert werden. 

11. Verwendung ernes Mediums nach einem der AnsprOche 1 bis 9 zur Kultivierung von re- 
kombinanten Zellen, insbesondere Saugetierzellen. 

12. Zellkultur, umfassend Zellen. insbesondere Saugetierzellen, und eln Medium nach einem 
der Ansproche 1 bis 9. 
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FVIII GD8/6 PERFUSIONSVE8FAHREN (CYTOPORE H) 
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MEDIUM-OPTIMIERUNG FOR GD8/6-ZELLEN 
MISCHUNSEN VON BAV- UND BAV-SP-MEDIUM 



MOO t 




MIX1 



MK2 



MIX 3 



MDC4 



MIX 1: BAV 100% * AMINOSAUREN 

MIX 2: BAVSP 100% 

MIX 3: BAVSP 100% ♦AMINOSAUREN ^ M1MMT __ ^ cn 

MIX 4: BAV 100% ♦AMINOSAUREN+GEREINIGTES HY-SOJA 



FIG. 4 
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